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RO 1160935 B1

Inventia se referd la o metoda de reglare a fertilitatii plantelor, in vederea apli-
carii in agricultura.

Se cunoaste ca fertilizarea cu succes la plantele mai nalte este esentiald nu
numai pentru perpetuarea speciilor, ci si pentru cd ea asigurd totodatd mari populatii
care reprezintd sursa de varietate si competitie care conduce la selectia naturala. in
faza post-dispersald a dezvoltarii gametofitului mascul, polenul germineazé pe stigmat,
care scoate in afard un tub, printr-un por de germinare din peretele polenului. La
angiosperme, tubul de polen care creste este un canal pentru migrarea celor doua
celule spermatice prin tesutul stilar cétre sacul embrional unde ele fuzioneaza cu
ovulul sau cu celulele centrale pentru a forma zigotul si, respectiv, endosperma (E.G.
Cutter, 1978, Anatomia Plantelor, Partea 1, Experimentare si interpretare, N.Arnold,
Eds., Addison Wesleyl, Londra, cap.6.). Dezvoltarea polenului are loc in antera si la
maturitate fiecare griunte este un spor multi-celular contindnd produse, atét ale
expresiei genei sporofitice, care apare din stratul interior al peretelui anterei
(tapetum), cét si ale expresiei genei haploide din celula vegetativa din fiecare graunte
(J.P.Mascarenhas, 1988, Celula plantei 1. 657; J.P. Mascarenhas, 1980,
Ann.Rev.Plant Physiol.Plant Mol Biol. 41:317). Desi procesul microsporogenezei este
bine documentat din punct de vedere histologic, se cunoaste putin in ceea ce priveste
factorii moleculari si biochimici care sunt implicati in functia post-dispersala a
polenului.

De asemenea, se cunoaste ca flavonoizii reprezinta o clasa abundenta de meta-
boliti specifici plantelor, cu greutate moleculard micé (aproximativ 300), care au o
structurd generald avand 15 atomi de carbon. Modificarea structurii de baza conduce
la o serie extinsad de compusi, care sunt clasificati dupa starea de oxidare si modul de
substitutie la diferitele inele ale ciclului. Unele clase sunt pigmenti (de exemplu,
antociani, chalcone, si, In mod special, flavonali si flavone), in timp ce alte clase repre-
zintd compusi incolori ce absorb lumina ultra-vicletd. Antocianii, in mod special,
pelargonina, cianidina si delfinidina sunt responsabili in ceea ce priveste coloritul plari-
telor (rosu, albastru si violet). Alti flavonoizi de pigmentare - chalconele - precum si unii
flavonoizi si flavone, contribuie in mod semnificativ la coloritul florilor in galben, ivoriu
sau crem. Flavonoizii polenului au fost identificati in numeroase spegcii, in care ei con-
fera o culoare galbena distinctiva, polenului si pot reprezenta un procent considerabil
(2 - 5%) din greutatea in stare uscatd (R.Zerback, M.Bokel, H.Geiger, D.Hess, 1989,
Phytochemistry, 28:897; R.Wlierinan si K.Viteh, 1883 Protoplasma 118:230). Se
cunoaste ca grauntele de polen este un mediu special in ceea ce priveste biosinteza
si/sau acumularea flavonoidului, intrucat diferitele specii de plante au tipuri unice de
flavonoizi in polenul lor (O.Ceska si E.D. Styles, 1884, Phytochemistry 23:1822).

Din literaturd se cunosc plante avand pigmentarea flavonoida modificata, de
exemplu, un mutant al porumbului care produce un polen nefunctional de culoare alba
in loc de culoare galbena, asa cum a fost izolat si caracterizat anterior (Coe E, H.,
McCormick S.M. si Modena S.A., 1981, “Polen alb in porumb”, J.Hered 72:318-
320). Mutantul de polen alb raspandeste in mod normal cantitdti de polen
nepigmentat, care germineaza pe méatase, dar nici o samanta nu incolteste dupa mai
multe polenizari. Starea este determinatd pe cale sporofita de expresia mutatiilor
regresive stabile a doud gene chalconsintaze (CHS) din porumb, C2 si Wnp. Recent,
a fost raportata introducerea transgenei mediata intr-o tulpina de petunia pigmentata




RO 116095 B1

rezultata din incrucis#ri selective, pentru a reprima expresia genei endogene chs, care
rezults in coralele fiorilor, lipsind complet pigmentarea flavonoidd (Napoli C, Lemieux
C. si Jorgensen R. 1990, “Introducerea genei chalconsintaza chimerica in petunia
conduce la coreprimarea genelor omoloage in trans®, Plant Cell 2: 2739-289). ntrucat
expresia transgenei CHS este, de asemenea, reprimata in aceste plante, termenul de
co-reprimare a fost utilizat pentru a descrie acest fenomen (Jorgensen R., 1980,
“Expresia modificatd a genei in plante ca urmare a interactiunii trans dintre genele
omoloage”, Trends Biotech 8: 340 - 344). Transgena integratd actioneaza ca un inhi-
bitor nereticulat dominant al genei endagene CHS si conduce la o blocare completa
a producerii pigmentilor flavonoizi vizibili nu numai in petalele florilor, ci siin organele
reproductive.

Blocajul expresiei genei CHS rezultd nu numai din deficiente de pigmentare
flavonoide, ci si n plante care nu sunt fertile (Coe si altii, 1981; Taylor si altii, 1992,
“Fertilitate conditionatd de parte bérbateasca in Petunia deficienta in chalconsintaza”,
J.Hered 83:11-17). Se doreste foarte mult salvarea fertilitatii la plantele deficiente
in ceea ce priveste CHS pentru a se permite in continuare reglarea fertilitatii plantei
prin controlul unei enzime mai strans legate de fertilitatea polenului decat CHS.

S-a descoperit acum cé plantele in care activitatea flavonon - 3 - hidroxilazei
(F3H) a fost deteriorata intr-0 maniera care praduce o deficienta in flavonol sunt fertile
conditionat de parte barbateasca (CHF) si c& fertilitatea de parte barbateasca poate
fi salvatd sau restauratd prin asigurarea conditiilor in care polenul plantelor poate fi
contactat cu flavonoli de restaurare a fertilititii. Activitatea F3H poate fi deteriorata
prin blocarea productiei de F3H in plante, direct sau indirect, de exemplu prin inacti-
varea F3H produsa pe cale naturald in plante sau prin deteriorarea activitatii unui pre-
cursor al enzimei, cum ar fi, chalconsintaza (CHS) in desfasurarea biosintezei flavo-
nolului. Desi, polenul viabil este produs de plante deficiente in F3H, germinarea pole-
nului si cresterea tubului sunt reduse in mod drastic atét in vivo cat si in vitro, con-
ducand la plante care sunt andro-sterile. Totusi, asigurand conditii in care polenul plan-
telor poate fi contactat cu flavonali de restaurare a fertilitatii, poate fi restaurata
ntreaga germinatie a polenului si abilitatea de crestere a tubului plantelor. Conditii
adecvate de restaurare a fertilitatii includ orice conditii in care flavonalii necesari sunt
facuti disponibili polenului plantelor, incluzand, de exemplu, nldturarea conditiilor de
deteriorare a F3H, restaurarea productiei de F3H in plante si altele asemanatoare.
in mod alternativ, fertilitatea plantelor poate fi salvatd sau restaurata prin contactarea
polenului plantelor cu o cantitate de flavonol, eficientd pentru a accelera germinatia
si/sau cresterea tubului polenului.

Metoda de reglare a fertilitatii plantelor, conform inventiei, cuprinde blocarea
producerii flavonolilor sau a activitdtii acestora la sediul localizarii polenulu, n scopul
obtinerii unei plante conditionat androsterile, urmata de refacerea activitatii flavonalilor
pentru a salva capacitatea de germinare si de crestere a polenului in planta.

Blocarea producerii flavonolilor se realizeaza prin inhibarea enzimei corespun-
zitoare din ciclul de bicsinteza a flavonalilor, selectata dintre flavonon -3 hidroxilaza
si chalconsintaza.
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Flavonolii de restaurare a fertilititii utilizabili includ compusi avénd formula
corespunzatoare structurii generale:

in care: R,, R,, R, R4, Rs, R si Rg reprezintd hidrogen, hidroxil sau alcoxi avand de
la 1 pana la 3 atomi de carbon. Sunt preferati,in mod special, flavonalii care includ,
galangin, kampferol, izorhamnetin, quercetin si morin.

Prin aplicarea inventiei se obtine ca avantaj un control mai eficient al capacitatii
fertile a plantelor, la nivelul intern al cailor biochimice implicate n polenizare.

Se prezinta, in continuare, inventia in detaliu, in legatura si cu fig. 1...6, care
reprezinta:

- fig.1, schema influentei sporofitice (linille oblice) asupra dezvoltarii micro-
sporilor in chalconsintaza (CHS) plantelor heterozigote. Lipsa functiei CHS in sporofite
este indicata de fundalul de culoare albd (fig. 1 A), iar prezenta functiei CHS este
reprezentatd printr-un fundal de culoare neagré (fig. 1B};

- fig.2A si 2B, aspectul fotografic al germinarii polenului in vitro de la o specie
de petunie rezultat’ din incruciséri selective V26 (fig. 2A) si de la o planta 02425.1
deficients in ceea ce priveste CHS (fig. 2B), in care polenul din antere dehiscente
proaspete a fost suspendat intr-un mediu lichid si s-a fotografiat dupd o crosies. *nf.
de 6 h, la temperatura camerei. Fasia din fig. 2A reprezinta 25 pm. Sagetile din fig.
2B indica tuburile de polen in incercarea de a germina;

- fig.3, fotografia sectiunilor transversale ale anterelor identice din punct de
vedere al dezvoltérii de la o specie de petunia rezultatd din incrucisari selective
(coloana din stanga) si de la o plantd 02425.1 deficienta in ceea ce priveste CHS
(coloana din dreapta), care au fost recoltate, fixate, sadite, sectionate transversal si
marcate cu albastru de toluiding, asa cum este descris in exemplul 3. Fig. 3A indica
sectiuni ale intregii antere imediat nainte de dehiscenta, cand anterele deficiente in
ceea ce priveste CHS sunt de culoare cafenie si incretite. Fasia, din fig. 3A reprezinta
200 um. Fig. 3B indica sectiuni ale anterei, la 48 h, fnainte de dehiscenta, cand
anterele transgenice sunt umflate si de culoare alba. Fig. 3C indica sectiuni ale anterei
ca si fig. 3A la marimea reprezentarilor, din fig. 3B. Fasia din fig. 3B reprezintd 50
pm. Fig. 3D indica un polen matur la dehiscenta. In fig. 3, P reprezinta polen; E repre-
zint4 endotecium; S reprezintd stonium; iar C reprezinta cuticula.

- fig.4, fotografia restaurarii germindrii polenului si cresterii tubului la polenul
de petunia, deficient in ceea ce priveste CHS datorita flavonolului de restaurare a fer-
tilitatii, kampferolul. Polenul a fost colectat de la antere fertile conditionat de parte
barbateascd, suspendate in mediul de germinare, si la care s-a adaugat kampferol (E
+, fig. 4C) sau dimetilsufoxid DMSO (K-, fig. 4B) la o concentratie finald, de 1 umol.
Zonele reprezentative ale polenului sunt fotografiate,la 4 h, de la incubatie. Germi-
narea si cresterea tubului observate la polenul fertil conditionat de parte barbateasca
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in kampferol (fig. 4C) nu se pot distinge de tipul sélbatic V26 de control (C, fig. 4A),
care a primit doar DMSO. Polenul nesuplimentat in ceea ce priveste CMF (fig. 4B)
indicd o umflitura la porul de germinare la unele grdunte, dar tuburile de polen nu
sunt scoase in afara;

- fig.5, profilul HPLC al extractelor metanolice ale stigmatului speciei salbatice
V26 (fig. 5A) si a stigmatului CMF (fig. 5B). Absorbtia la 360 nm a 100 4 alicoti de
extract preparat din 150 de stigme si fractionat intr-un gradient metanol - apa pe o
coloand cu faza inversa C,g. Detaliul din fig. SA este un spectru vizibil in ultraviolet a
unui varf la 33,17 min si este identic cu cel produs de un standard autentic de
kampferal. Un profil HPLC si un spectru vizibil in ultraviolet al unui extract de stigmat
V26 hidralizat cu un acid, aratd ca varfurile majore la timpi de retentie 7,43, 10,10,
13,46 si 16,65 sunt glicozide de kampferol si quercetin.

- fig.B, graficul frecventei de germinare a polenului ca o functie a cresterii con-
centratiei de flavonol aglicon, la care s-a addugat Kampferol (cercurile goale), morin
(cercurile pline), miricetin (triunghiurile goale), si 3-hidroxiflavone (triunghiurile pline]
la mediul de germinare (GM) la concentratiile finale indicate, iar germinarea a fost
marcat dupa 4 ore de la incubatie. Frecventa de germinare medie a fost masurata
in trei experimente separate si este reprezentatd grafic cu o eroare standard a mijlo-
cului (SEM). Valorile SEM mai mici decat 1,4 nu sunt vizibile. Frecventa de germinare
a polenului la specia salbaticd de control V26 este in general 75%, iar polenul CMF
tratat cu DMSO nesalvat conduce la o polenizare cuprinsa intre 1 - 2%.

In conformitate cu un aspect al prezentei inventii, fertilitatea plantelor, la o
planta fertild conditionat de parte barbateascd (CMF] deficientd in flavonoid, este
restauratd prin asigurarea conditilor in care polenul plantelor poate fi contactat cu
flavonali de restaurare a fertilititii. Intr-o realizare ilustrativa, conditii adecvate pot fi
obtinute prin contactarea polenului plantei cu o cantitate de flavonal de restaurare a
fertilitatii, eficientd pentru a accelera germinarea si cresterea tubului polenului plantei.
Asa cum este utilizat aici, termenul “deficient in flavonoid” la o planté fertila conditionat
de parte barbateasca sau CMF, se intentioneaza a include plante in care activitatea
chalconsintazei (CHS) sau flavanon - 3 - hidroxilazei (F3H) a fost deteriorata, fie pe cale
naturald, fie pe cale transgenica, pentru a distruge productia naturald de flavonoide
in planta. Tn mod corespunzitor, plantele fertile conditionat de parte barbateasca
flavonoid - deficiente, sunt, in general, deficiente in ceea ce priveste pigmentul,
rezultand o coloratie in alb sau pald, si sunt in general auto-sterile.

Desi, inventia va fi descris3 aici in continuare in detaliu cu privire la petunii si
porumb conditionat de parte barbateascd (CMF), totusi, si alte plante conditionat de
parte b&rbateasca pot fi utilizate in mod similar in practica prezentei inventii.

In conformitate cu un alt aspect al prezentei inventii, fertilitatea plantelor poate
fi reglatd prin blocarea activitatii flavon-3-hidroxilazei (F3H) cu scopul de a produce
plante cu fertilitate conditionat de parte barbateascé (CMF) care sunt in mod normal
auto-sterile, dar a caror activitate poate fi salvata sau restaurata prin contactarea
polenului plantei cu flavonol de restaurare a fertilitatii.

in biosinteza pe cale naturala a flavonolului, chalconsintaza (CHS) condenseaza
cu trei molecule de.malonil - CoA - si o moleculd de p-cumaroil pentru a forma
chalcononaringenin, care este convertit in mod spontan la naringenin (cu o viteza
mica) si prin actiunea chalconflavonizomerazei (CHIJ.
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In faza urméatoare a acestei cai de biosinteza, flavanon-3-hidroxilaza catalizeaza aditia
unei grupari hidroxil la pozitia C3 a inelului pentru a produce flavonol, care este ne-
cesar activitdti de restaurare a fertilitdtii plantelor in conformitate cu prezenta
inventie. Schema generald de biosinteza a flavonolului poate fi reprezentatd dupa cum
urmeaza:

COCH

2 @+
CoA
CoA

Flavon-3-hidroxilaza este enzima de limitare a vitezei in producerea flavonolului,
si a fost anterior clonatd din Artirrhirum majus (Martin, J., Prescott, A. Mackay, S.,
Bartlett, J. si Vrijlandt, E., 1991, “Controlul biosintezei la fiorile de Artirrhirum majus,
“The Plant J. 1: 37 - 39). Intrucat compusii flavonol aglicon sunt ceruti pentru fertili-
tate pe linie barbateasca, asa cum este descris aici, orice mijloc care blocheaza in
mod eficient activitatea de hidroxilare a flavanon - 3 - hidroxilazei poate fi utilizat in
scopul inventiei. Astfel, de exemplu, substratele flavanon - 3 - hidroxilazei pot fi inde-
partate prin blocarea productiei precursorilor in procesul de biosinteza, sau expresia
F3H, CHI sau CHS poate fi blocata prin interferare cu expresia genel.

Intr-o alt3 realizare ilustrativa, plante avand blocatd productia de flavonol pot
fi produse prin formularea unui RNA antisens in plante care hibridizeaza la codificarea
mRNA sau care sunt necesare pentru expresia flavanon - 3 - hidroxilazei sau unei
enzime precursoare, cum ar fi chalconflavanonizomeraza, la plante. De exemplu, un
promotor specific celulei tapetale poate fi fuzionat la gena flavanon - 3 - hidroxilazei
intr-0 orientare antisens, iar constructia fuzionatd poate fi introdusa n celulele plantei,
cum ar fi, tutunul, petunia, rosia sau alte celule de plante folosind tehnici cunoscute,
cum ar fi, transformarea mediata de Agrobacterium, bombardament cu particule,
tehnici de introducere directd a DNA si altele asemanatoare (vezi, de exemplu, Napoli
C., Lemieux C. si Jorgansen R., 1980, “Introducerea unei gene chimerice
chalconsintaza in petunia conduce la o co-reprimare reversibild a genelor homoloage
in trans, “Plant Cell 2:279; Mariani, C., De Baucklear, M.Truettner, J.,Leenans, J.
si Goldberg, R, B., 1990, “Inducerea sterilitatii de parte barbateasca in plante prin
gene chimerice ribonucleaze”, Nature 347: 737 - 741; si Celler, P.W., Min - Wong,
L., Taylor, L.P., Pike, D.A., si Theologis, A., “Inhibarea reversibila a senilitatii fructelor
de tomate prin intermediul BRNA antisens”, Science 234: 437 - 439).
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Promoatorul tapetum poate fi izolat prin clonarea diferentiald cDNA (Goldberg, R. B.,
1986, “Plante: procese noi de dezvoltare”, Science 240: 1460 - 1467) sau prin utili-
zarea unei probe de hibridizare generatad de o reactie amplificata in lant a polimerazei
asupra secventelor genomice (PCR](vezi Saiki, R.K., 1980, “Amplificarea DNA
genomice”, in PCR Protocols, M.A. Innin, Felfand, D.H.Sninaky, J.J. si White, T.J.
ed.Academic Press, San Diego, PP 13 - 20) omolog fatd de promotorii specifici -
tapetum, publicati anterior. In mod alternativ, gena flavanon - 3 - hidroxilaza poate fi
izolatd prin generarea unei probe de hibridizare folosind amorse oligonucleotide PCR
{vezi Saiki, R.K., 1990, spura) bazate pe secvente F3H de Artirrhimumi publicate.

Ca o alternativa ulterioara, genele codificate F3H, CHI sau CHS la o planta pot
fi modificate, mutate, indepartate, blocate sau in alt fel deteriorate pentru a preveni
expresia enzimei F3H in planta. De exemplu, gena codificatd F3H din planta poate fi
eliminatd din genomul nuclear al plantei si inlocuitad cu gena F3H legata in mod opera-
tional la un promotor ce poate fi indus, asa cum este descris in brevetul EP
0465024 publicat la 8 ianuarie 1992, pentru a permite deblocarea controlata a pro-
ductiei de flavonol si a salva fertilitatea plantei prin expresia genei indusa din exterior.
Suplimentar, pentru a bloca sinteza F3H in vivo, este de asemenea evident ca activi-
tatea F3H poate fi blocatd cu miezuri care interactioneaza direct cu F3H pentru a
inactiva sau deteriora activitatea hidroxilazei sale. Suplimentar, producerea flavonolilor
poate fi deteriorata prin blocarea activitatii CHI; totusi, aceasta alternativa este mai
putin preferatd, intrucadt conversia chalcononaringeninei la naringenina se produce
spontan cu o viteza mica in absenta chalconflavanonizomerazei.

Deteriorarea functiei barbatesti in plante in care lipsesc flavonoli ca rezuitat al
deficientei in activitatea CHS, CHI sau F3H conduce la anormalitati nu prea mari in
dezvoltarea polenului pana imediat inainte de dehiscenta, cand morfologia anterei
deviaza de la normal in ceea ce priveste culoarea, forma si dimensiunile. La dehis-
centa polenul rdmane grupat cu antera si, atunci cand este vazuta la micrascop o pro-
portie insemnatd din graunte in locul apar mai incretite decat normal. Desi polenul
viabil este produs si raspandit, germinarea polenului si cresterea tubului este dete-
riorata, atat in vivo cét si in vitro. Suplimentar fatd de sterilitatea functionald de parte
barbateasca, plantele deficiente in flavonol prezinta unele aspecte de anto-incompati-
bilitate, asa cum este evidentiat de faptul ca, polenul poate fi partial salvat de stigma-
tele plantelor de specie salbatica, dar nu de catre stigmatele plantelor deficiente in
flavonol. Desi elemente ale sterilitati de parte barbateasca, cét si a auto-incompatibili-
tatii sunt eviente, starile prezentate de catre polenul de la plante deficiente in flavonal
constituie In mod clar o stare unica la care se fac referiri aici ca fiind fertilitate
conditionat de parte barbateasca (CHF).

Plantele cu lipsd de CHS (si, ca urmare fara flavonoide) apar normale
exceptand doua lucruri: (1) lipsa de pigmentare flavonoida si (2] productia de polen
deteriorat care este in intregime dependenta de pistilele salbatice (stigmat + stil) in
scopul functionarii.

In timp ce plantele deficiente in CHS impart lipsa de pigmentare flavanoida cu
deteriorarea functiei polenului, unele diferente dintre specile de plante sunt evidente.
Polenul alb de porumb germineaza pe méatase si produce un tub de polen a carui
crestere se opreste la stil. In mod suplimentar, polenul mutant de porumb germineaza
in vitro si produce un tub aproape la fel de lung ca polenul de specie salbatica
(L.P.Taylor, observatii nepublicate).
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Tn contrast, polenul de la petunia deficienta in flavonoid nu penetreaza stigmatul si nu
produce un tub, atat in vivo cat si in vitro. Aceasta diferenta intre porumb si petunia
poate fi aplicatd prin diferentele fiziologice dintre polenul tricelular {la porumb]) si cel
bicelular {la petunia). Polenul bicelular are o viteza respiratorie scazuta cand este
raspandit, formeaza o a doua celuld spermatica dupa rdspandire, poate exista pe
stigmat mai multe ore inainte de germinare si are o viteza initiald scazuta de crestere
a tubului de polen. Polenul tricelular, prin comparatie, se supune unei a doua distribuiri
mitatice inainte de anthesis, are o viteza respiratorie ridicatd cand este imprastiat,
germineaza in decurs de minute dupd contactul cu suprafata stigmatica si are o viteza
mare de crestere a tubului. Intrucat polenul tricelular este facut sa creascé repede
dupa impréstiere, tubul polenului alb de porumb creste pana la o lungime semnificativa
inainte ca vreun mecanism care opreste cresterea tubului s& devina eficient.

La plantele florale cu generatii alternante, sporofitul diploid produce spori
haploizi care cresc si se divid pe cale mitotica pentru a produce gametofite. O parte
din ciclul de viati gametofitic are loc in timp ce dezvoltarea sporilor polenului este in
contact intim cu tesutul sporofitic inconjurator. Acest aranjament are posibilitatea
interactiunilor diploid-haploid. In plante heterozigote aceasta interactiune include, de
asemenea, o comunicare haploid-haploid intre cele doua tipuri de gametofite, asa cum
este reprezentat in fig. 1. Faptul ca sterilitatea de parte barbateasca a petuniei defi-
ciente in flavonoid, descrisa aici, este dominanta din punct de vedere genetic, in timp
ce steriltatea de parte barb&teascad a polenului alb de porumb este regresiva din
punct de vedere genetic, conduce la o concluzie interesanta in legaturd cu intrebarea
daca gametofitele sau sporofitele sunt responsabile pentru acest efect. La porumb,
androsterilitatea este exprimatd numai in plante homozigote regresive, atat in oeae
ce priveste genele CHS, céat si C2 si Whp. Heterozigotele cu un singur exemplar, fie
de C2, fie de Whp produc 100% graunte de polen fertil de culoare galbena (Coe si
altii, 1981). Astfel, in heterozigote fie sporofitele CHS - pozitive, fie 50% gametofite
CHS - pozitive influenteaza expresia fertilitatii in gametofitele CHS - negative. in petunia
transgenicd, sterilitatea de parte barbéteasca este asociata cu 0 particularitate domi-
nanta si polenul produs de catre plantele heterozigote este 100% steril privind partea
birbiteascd. In acest caz, sterilitatea este provocati fie de inhibarea gametofitelor
CHS-pozitive de citre gametofitele CHS reprimate, fie de catre deficienta in CHS n
sporofitele transgenice (fig. 1). Baza fiziologica privind deficientele in CHS care deter-
mina sterilitate de parte barbateasca, pare sa fie aceeasi la porumb si petunia, sila
amandous speciile sporofitele sunt cele care determind fenotipul steril, mai degraba
decat gametofitele. Astfel, fertilitatea conditionat de parte barbateasca, asociata cu
deficiente in CHS la porumb si petunia au o bazs fiziologica comuna.

Producerea de polen conditionat steril din plante deficiente in flavonol poate fi
utilizata ca bazd a incercarii de salvare a polenului in vitro. Prin incubarea polenului
transgenic in solutie de germinare suplimentata cu flavonoide purificate sau extracte
de plant3 si testénd o frecventd de germinare si o crestere a tubului de polen accele-
ratd, pot fi identificati compusi specifici ceruti de functia polenului. in acest mod, s-a
determinat faptul ca, o familie largad de compusi, flavonoizi, in general, nu este efi-
cientd in mod uniform in restaurarea fertilitétii in plantele CMF, ci este preferabil un
grup specific de flavonol aglicon pentru restaurarea fertilitatii, prevazut in acest scop.
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Orice flavonol care este eficient in initierea germindrii polenului unei plante CMF
poate fi utilizat in practica prezentei inventii. S-a gasit totusi cd majoritatea membrilor
familiei relativ mari de flavonoide este ineficienta pentru acest scop. In mod corespun-
z&tor, este un aspect cheie al prezentei inventii c& flavonolii eficienti in mod deosebit
pentru restaurarea fertilitatii pot fi identificati si utilizati la restaurarea fertilitatii plan-
telor in conditii CMF auto - sterile. Intr-o realizare preferata a inventiei, flavonolul de
restaurare a fertilitétii este un compus avand o formuld corespunzdtoare structurii
generale:

unde: R,, R,, Ry, R,, R, R, si R, sunt hidrogen, hidroxil sau alcoxi avénd de la 1 pana
ta 3 atomi de carbon. Mai preferabil, nu mai mult decat doi dintre R, - R sunt hidroxil
sau metoxi, iar R, - Rs rémasi sunt hidrogen, iar R, si Ry sunt hidrogen, hidroxil sau
metoxi. In prezent, compusii flavonoli preferati, in mod special, si reprezentativi in ceea
ce priveste restaurarea fertilititii din prezenta inventie includ galangin, kampferol, izo-
rhamnetin, quercetin si morin care au structura chimicé generald aratata mai sus,
avand urmatorii substituenti:

Tabelul 1
Flavonol R, R, 3 R, Rs Rs R, Rg
Galangin H H H H - OH
Kampferol H OH H H - OH H
Izo-rhamnetin H OCH; | OH H H - OH H
Quercetin H OH OH H H - OH H
Morin OH H OH H H - OH H

Alti flavonoli utilizabili in practica acestei inventii pot fi ugsor determinati folosind
metode de testare in vitro a salvarii polenului prezentate in continuare.

Se prezintd, n continuare, 9 exemple in legdtura cu inventia, acestea nefiind
insa limitative.

Exemplul 1. Fertilitatea petuniilor deficiente in chalconsintaza

Petunia transgenica si cea rezultatd din incrucisari selective V 26 a fost men-
tinutd o foto-perioadd de 16/8 h intr-o sera suplimentatd cu lumind de halogenuri
metalice la o intensitate de 300 - 600 umol m® s"'. V26 rezultat din incrucisari
selective este o specie pigmentatd de Petunia hibridis, care poate produce flavonoide
in majoritatea tesuturilor plantei inclusiv polenul, anterele si filamentele, si pistilul
(stigmat + stil) si este in intregime auto-compatibild. Materialul transgenic analizat
consta in doi regeneranti transformati independent, 218.38 si 218.41 (Napoli C.,
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Mamieux C. si Jorgansen R., 1990) “Introducerea unei gene chimerice chalconsintaza
in petunia conduce la o co-reprimare reversibild a genelor omoloage in trans”, Plant
Cell 2: 279 - 289) si indivizi din a doua generatie incrucisata (BC2) a speciei parentale
V26 (numarul populatiei 2425 pana la 2435). Insertia T - DNA in acesti transformanti
contine secvente CHS cDNA fuzionate la un promotor viral legat la o gena neomicin
fosfotransferaza Il ca un marcator selectabil (apoli si altii, 1990). Incrucisarile au fost
efectuate prin eliminarea florilor cu 24 h, nainte de aplicarea polenului. Toate florile
transgenice utilizate pentru incrucisare nu au aratat semne vizibile de pigment. Donorii
de polen au fost selectati din plante care au avut 2 sau 3 antere dehiscente sau
disectate din antere implinite, pre-dehiscante asa cum s-a notat.

Plantele de petunia transgenice 218.41 si 218.38 au produs flori de culoare
alb pur dupa introducerea unui exemplar aditional de gena CHS. Cand expresia CHS
a fost examinat in petale transgenice, a fost detectatd de 50 de ori inductia in mRBNA
in comparatie cu parintele netransformat sau descedentii somatici, att in genele
endogene, cat si in genele in care s-a introdus chalconsintaza. Specia V26 rezultata
din Tncrucisari selective produce pigmenti antocianinici de culoare purpurie in frunze,
tulpind, peduncul, stil si filamentele anterei, precum si chalcona de culoare galbena
la anterele in dezvoltare. Comparativ, plantele transformate nu au pigmenti de
flavonoide discernabili in oricare dintre aceste tesuturi. Lipsa unui pigment vizibil a fost
confirmatd de analiza HPLC a extractelor metanoclice, asa cum este descris in
exemplul 8. In mod normal, imediat inainte de impréstiere, anterele de petunia um-
plute cu polen matur suferd o deshidratare. La dehiscentd, cand teaca anterei se rupe
longitudinal Tn lungul stomium-ului, starea deshidratata a tesutului face ca cele doua
margini ale lobului anterei s& se increteasca unul in celdlalt pentru a expune grauntele
de polen. O inspectie amanuntitd a plantelor transgenice nepigmentate a aratat ca in
decurs de 48 h inainte de dehiscentd, anterele se scurteaza in medie cu 40% din lun-
gime si isi schimba culoarea de la crem-alb la cafeniu. Comparativ, anterele speciei
parentale V26 netransformate se scurteazd cu numai 15% si nu suferd o schimbare
a culorii, ramanand galbene in timpul acestei perioade. O variatie mare in ceea ce pri-
veste frecventa anterei dehiscente s-a produs cu o frecventd mai mare in domeniul
de la O pana la 100%, asociatd cu o umiditate relativd mai scazuta. Desi dehiscenta
poate fi usor Intarziatd in raport cu planta parentald V26, anterele deficiente in
flavonoid se deschid pentru a expune cantitdti normale de polen, care nu apare atat
de usor si friabil ca polenul V26 si rémane ingramadit in teaca anterei.

Nu rezultd seminte din numeroasele incercari de auto polenizare a plantei
218.41 deficienta in flavonoide folosind fie: (i) polen de la antere dehiscente, scurtate,
de culoare cafenie sau (ii) polenul disectat din antere albe, implinite, pre-dehiscente
(vezi tabelul 2, coloana 5, “Auto incrucisare transgenica: O seminte pe teaca”). Auto
incrucisarile speciei parentale V26 au produs in medie 225 seminte per pastaie.
Aceasta se traduce Tn aproximativ 17000 seminte posibile in 75 petunii transgenice
auto incrucisate ce s-ar putea atinge. Toate plantele listate in tabelul 2 au fost testate
privind fertilitatea pe linie femeiasca prin polenizarea stigmatelor cu polen de la specia
V26 rezultatd din incruciséri selective. In toate cazurile pastéile au fost produse cu un
set normal de seminte, indicand ca plantele deficiente in CHS au fost fertile pe parte
femeiasca. Polenul transgenic, deficient in flavonoide, incrucisat reciproc pe stigmatele
V26 a condus la producerea de cantitati diferite de seminte, asa cum este aratat in
tabelul 2.
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Tabelul 2
Producerea de seminte din polenul transgenic incrucisat
Numdar de polenizari
Polen transgenic V26 X Transgenic auto incrucisat
Palen parental * 0 1-160 150 0
seminte/teacé | seminte/teacd | seminte/teacd | seminte/teaca

02425.1* 0 2 0 8
02430.5 0 5 3 6
02430.6 2 1 0 6
02430.8 ND ND ND 6
02432.2 ND ND ND 6
02435.1 0 1 1 6
02435.2 1 4 1 8
02435.3 0 1 1 7
j2425.1* o 1 o 1
j2428.1 ND ND ND 6
j2431.2 2 3 0 6
j2432.3* 3 0 o 7
j2430.5* 3 2 0 2

*Flarile sau alte ramuri ale acestei plante au prezentat Tn cantitate mica pigment de culoare
purpurie in corola.

Cel putin 4 flori din fiecare plantd au fost polenizate cu polen V26 si toate au prezentat teci pline
de seminte.

Numarul mediu de seminte per teaca a fost egal cu 223.

Din 37 plante incrucisate, dintre care 10 transgenice diferite ca parinti de
parte barbateasca, 11 nu au produs teci, 20 au produs teci cu mai putin decat 150
de seminte per teacd, iar 6 au produs mai mult decat 150 de seminte per teaca.
Aceasta face in medie 60 de seminte per teaca sau o reducere de 70% fata de setul
de seminte. Aceste rezultate aratd ca in timp ce polenul de la plante deficiente in
flavonoide este non-functional pe stigmatele acestora, el este partial functional pe
stigmatele de specie salbatica, stare pe care am denumit-0 aici ca fertilitate conditio-
nat de parte barbateasca (CMF). Variatia mare in ceea ce priveste numarul de se-
minte per polenizare in aceste incrucisari este posibila ca urmare a factorilor de
mediu si/sau de dezvoltare.

Este putin probabil ca CHF s& se datoreasca insertiei de T-DNA intr-o gena
cerutd de fertilitate de parte barbateasca, intrucat doi transformanti independenti,
218.38 si 218.41 dispun de aceleasi mijloace: o lipsa totalad de pigmentare flavonoida
si fenatipuri sterile dominant de parte barbateasca identice. Un plus de evidenta
privind aceastd concluzie vine de la observatiile lui Napoli si altii (1990]) care afirma
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ca regenerantii transformati revin cateodata, din punct de vedere somatic la plante
complet pigmentate, dar retin transgena, indicand c&, doar prezenta transgenei nu
suprima expresia endogend CHS. Observatii ulterioare si incrucis@ri ale acestor reve-
niri somatice arata ca ele sunt pe deplin fertile pe parte barbateasca. Data fiind
aseminarea cu polenul alb din porumb, fertilitatea conditionat de parte barbateasca
(CHF) in petunia pare a fi cauzaté de o deficienta in flavonoide, cum este cea cauzata
de suprimarea expresiei genei chalconsintaza sau flavon-3-hidroxilaza.

Exemplul 2. Germinarea polenului si cresterea tubului

A fost efectuat o germinare in vitro pe polen proaspat colectat, in mediu sim-
plificat Brewbaker, (Mulcahy G.B. si Mulcahy D.L., 1988, “Efectul mediului suplimentat
asupra cresterii in vitro a polenului bi- si trinucleat”, Plant science 35: 213 - 216),
denumit cateodats, in continuare, “mediu de germinare” sau (GM). Polenul de la o
singurd antera a fost plasat intr-un vas microtitru cu 50 wd de mediu, scuturat la tem-
peratura camerei,timp de 6 pand la8h si fotografiat cu film Kodac tehnic.

Cresterea tubului de polen in vivo a fost masurata la 48 h de post-polenizare,
asa cum este descris de céatre Herrero M. si Dickinson H.G., 13879,
“Incompatibilitatea polenului -pistil in Petunia hybrids: madificari in pistil ca urmare 3
incrucisarilor intraspecifice compatibile si necompatibile “, J.Cell Sci 36. 1 - 18.
Dopurile ingrosate au fost vizualizate prin epifluorescentd generatd prin excitatie la
355 - 425 nm (cub D) si reprimarea lungimii de unda de 460 nm de la un Aristoplan
Leitz. Specimenele au fost fotografiate cu film Ektachrome T 160, iar tiparirea s-a
facut de la un internegativ.

Viabilitatea polenului a fost determinata prin tehnica fluorocromatica (FCR)
(Heslop-Harrison J. si Heslop-Harrison Y., 1870, “Evaluarea viabilitatii polenului prin
fluorescenta indusd pe cale enzimaticd; hidroliza intracelulard a diacetatului de
fluoresceind” Gtain Technol. 45: 115 - 120) prin irficubarea polenului proaspat
dehiscent intr-o solutie de acetat de carboxifluoresceina (1mM) in mediu de ger-
minare. Epifluorescenta a fost vizualizata asa cum s-a descris mai sus.

Producerea calozitatii

Tuburile polenului de petunia penetreaza in mod normal stigmatul aproximativ
o or3 dupa germinare (Herrero si Dickinson, 1980) si cresc in jos prin tesutul stilului
pentru a depozita cele doua celule spermatice in sacul embrional. Calozitatea este 0
structura polimerica de polizaharide legate prin legaturi beta(1-3) glicozidice si dopurile
din acest material sunt in mod normal depuse la intervale regulate in josul tubului de
crestere a polenului. Calozitatea este vizualizat prin fluorescenta sa distinctiva dupa
insemnare cu aniling albastra decolorata (Curier 1957; Eschrich si Currier, 1964).
Germinarea si cresterea tubului de polen in plantele deficiente in CHS auto incrucisate,
din exemplul 1, precum si in incrucisarile inverse ale acelorasi plante au fost exami-
nate cu polen V26. Pistilele au fost recoltate, la 48 h dupa polenizare, insemnate cu
anilina albastra decolorata si examinare pe microscop fluorescent. A fost observat un
mode! regular de depozite de calozitati pe intreg traseul n josul stilului in pasta
pistilelor deficiente in flavonoide polenizate de catre V26. Pe de altd parte, nici 0
calozitate nu a fost observata in pistilele petuniei auto polenizate, cu toate cd au fost
prezente cantititi abundente de polen pe stigma.
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Morfologia si germinarea polenului

A fost efectuatd o examinare microscopicd a polenului proaspat raspandit din
plantele cu deficientd in flavonoide, din exemplul 1, si nu au iesit in evidentd anor-
malitéti mari. Polenul de petunia germineaza usor si produce un tub cand este incubat
in mediu lichid simplu. Polenul germinat din fiecare dintre familile BC2 (2425 pana
la 2435) a fost comparat cu polenul V26 in vitro. O reprezentare tipica este aratata
in fig. 2. Dupa cum se observa, dupa B h de crestere, multe din gréuntele de polen
mutante au realizat germinarea, asa cum s-a putut constata ca urmare a mirosului
pronuntat in jurul unuia dintre porii de germinare (sagetile, fig. 2), dar cel mult 2% din
grauntele de polen din plante deficiente in flavonoide au produs un tub de o anumita
lungime. La grauntele de polen care au produs tuburi de lungimi masurabile, lungimea
a fost mai mica decat 20% fata de lungimea tuburilor de polen V26 crescute in
conditii identice.

Pentru a determina dacéa polenul produs si raspandit de plantele deficiente in
flavonoide a fost viabil si, ca urmare capabil de germinare si de crestere a tubului de
polen, a fost efectuatd o analiza fluorocromaticad (FCR) privind viabilitatea polenului
transgenic proaspat impréastiat si polenul V26. Acest test depinde de preluarea com-
pusului diacetat de fluoresceind in grauntele de polen cu conversia ulterioara la
fluoresceina cu ajutorul enzimelor intracelulare. Fluoresceina este puternic polara si
ramane sechestratd, mai probabil in citoplasma celulei vegetative, unde ea este vizuali-
zat3 la un microscop fluorescent. Polenul V26 rezultat din incruciséri selective consta
dintr-o proportie ridicatd (pana la 40%) de graunte FCR negative, anormal de mici
cdrora le lipseste in intregime vreun mijloc intern. Numeroase graunte de acest tip
pot fi vazute in fig. 2A, inclusiv doud in centrul fotografiei. Aceastd populatie nu germi-
neazad niciodatd si cel mai probabil avorteazad grauntele. Dintre grauntele ramase
(B0%). aproape toate au prezentat un test pozitiv FCR, indicand prezenta membra-
nelor de plasma intacte si a esterazei citoplasmice active. Polenul de la anterele
mutante a retinut intr-o proportie ridicatd grauntele incretite avortate. Dintre graun-
tele aparent normale rdmase, mai mult decét 90% erau FCR pozitive. Faptul cad majo-
ritatea polenului pradus de cétre plante deficiente in flavonoide a fost viabil si activ din
punct de vedere metabolic arata ca este necesar un anumit aspect al activitatii CHS
pentru o germinare normala a polenului si pentru cresterea tubului de polen.

Exemplul 3. Observatii microscopice ale dezvoltarii anterei

Pentru a determina daca lipsa activitatii CHS in timpul microsporogenezei modi-
fica arhitectura celulara a grauntelor de polen in dezvoltare sau a tesutului anterei, a
fost comparata dezvoltarea polenului in V26 si in plante deficitare in CHS 02425.1.
Au fost recoltate antere de la bobocii unei specii de petunia in faza de dezvoltare,
variind ca lungime, intre 0,1 pana la 6 cm, fixate in paraformaldehida, 1,25%
glutaraldehida in tuburi, pH= 7,2, sadite in rasina Spurr, iar sectiuni de 1 M au fost
nsemnate cu albastru de toluidind. Au fost facute microfotografii cu film tehnic Kodak.
Din punct de vedere histologic aceasta reprezinta toate starile de microsporogeneza,
de la prima evidenta a diferentierii tesutului archesporial pana la antere predehiscente
umplute cu polen matur. O atentie mare a fost data dezvoltarii si dezintegrarii ulte-
rioare a tapetum-ului, intrucat acest tesut se crede ca ar fi sursa flavonoidelor pole-
nului. In toate stadiile, antera transgenica si microsporii in dezvoltare nu au aratat
diferente mari din punct de vedere histologic, daca se compara cu VZ6.
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Sectiuni suplimentare au fost luate de la antere deficiente in flavonoide, in timpul
tranzitiei de la cel alb, implinit pana la cel incretit, de culoare cafenie si comparat cu
stadiile similare ale V26 (fig. 3). Precedand dehiscenta, celulele stratului endotelial
expandeaza radial in mod normal, se ingroasa si depun un material care se crede ca
ar fi implicat in mecanismul ruperii anterei (Cutter, E.G., 1978, “Anatomia plantelor:
Experimentare si interpretare. Partea 1, “Cells and Tissues, ed 2-a, Londra: Arnold).
Acest strat nu este continuu, fiind absent in zona care inconjoara stomium. Sectiunile
anterei incretite de culoare cafenie nu au aratat anormalitéti mari la stratul endotelial,
stomium, sau cuticul care inconjoara antera. Totusi, cdnd se compara cu polenul V26
(fig. 3. Coloana “V26") o proportie mai mare de graunte incretite lipsite de mijloace
interne au fost prezente in loculii plantelor transgenice, iar gréuntele mai mari au
aparut mai heterogene ca dimensiuni, forma si reactie la insemnare (fig. 3C si 3D).
Heterogenitatea aratata in fig. 3C si 3D poate fi explicatd prin faptul ca polenul este
in mod normal raspandit intr-o stare de deshidratare avansata si sufera o rehidratare
rapida pe stigmat. Palenul deficient in flavonoide este intr-o stare mult mai deshi-
dratat3, decat normal, si cand este plasat intr-un mediu de germinare lichid pare a
se rehidrata pana la aspectul normal.

Exemplul 4. Extracte flavonoide de petunia

Analize ale extractului de polen de la petunia au identificat flavonoidele impor-
tante cum sunt 3-o-glicozidele quercetinei si kamferolului, 4,2',4',6"- tetrahidroxi-
chalcona, si dihidroflavonol, taxifolin (Zerback, R., Bokel, M., Geiger, H. si Hess, L.,
1989, Phytochemistry 28:897-899; Zerback, R., Dressler, K. si hess, D., 1989,
Plant Science 62: 83 - 91; De Vlaming, P. si Koh, K.F.F., 1976, Phytochemistry 195:
348 - 349). Polenul de porumb contine cel putin 10 glicozide ale kamf=~ ~it
quercetinei si izorhamnetinului (Ceska, O. si Styles, E.D., Phytochemistry 23: 1822 -
1823). Extracte apoase din speciile de petunia V26 rezultatd din incrucisari selective
si cea salbatica au fost produse prin macerarea stigmatului cu penseta sau agitand
suspensia de polen in PEG 4000 mediu {(W.Jahnen, W.M.Lush A.E. Clasrke, 19889,
Plant Cell 1. 501), denumit aici ca GM, centrifugénd, timp de 5 min intr-o micro-
centrifuga si administrand alicoti de supernatant direct intr-o suspensie de polen CMF
in GM pe o placa de microtitru de 96. Extractele de metanol au fost produse urmarind
acelasi protocol de lucru, cu exceptia faptului cd extractul a fost uscat sub vacuum si
resuspendat in GM Tnainte de addugare la suspensia de polen. Experimentul de insana-
tosire initial a reusit s& obtind o viteza de germinare de 33% folosind 20 de (l (o cin-
cime din volumul total) dintr-un extract apos preparat din zece stigmate V26. Pentru
control, extractele au fost preparate similar din stigmate si polen ale unor plante
fertile conditionat de parte barbateasca. In incercarile de germinare a polenului numai
extractele din stigmat si polen V26 au fost capabile sa restaureze germinarea si cres-
terea tubului la polenul deficient in flavonoide. Tipul de polen salbatic si cel fertil condi-
tionat de parte barbateasca si extractele de stigmat au fost analizate, dupa cum
urmeaza: stigmatele si polenul au fost extrase intai cu metanal 50%, urmat de meta-
nol 100%, iar extractele au fost reunite si concentrate. Agliconii au fost produsi prin
hidraliza acida: extractul a fost amestecat vol/vol cu HCI 4N, trecut intr-o ampuld de
2 ml si hidrolizat in ap3 la fierbere, timp de 40 min. Probele replica au fost injectate
intr-o coloana C,g cu faza inversa (Phenomenex Spherisorb 5 CDS 2230 x 4,6 mm).
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Solventul A a fost acid acetic 5%, iar solventul B a constat din 5% acid acetic in 80%
acetonitril. Fiecare sarjg a constat dintr-un gradient isocratic de 6 min (20% B},
urmat de un gradient linear de 20 min, cu 95% B si terminat in mod isocratic la 85%
B.timp de 14 min. Debitul de solvent a fost de 0,5 ml/min,la temperatura camerei.
Detectia s-a ficut la 360 nm, cu un aparat Hewlett Packard 1040 A cu un sistem
detector cu fotodioda. Kampferolul a fost detectat in extractul de stigmat de la specia
salbatici la 60 ng stimat, iar quercetinul la nivele substantial mai scazute. Extrase
identice dintr-o sursd de stigmate fertile conditionat de parte barbateasca in numar
de 150 sau din 500 antere fertile conditionat de parte bérbateasca in numar de 150
sau din 500 antere fertile conditionat de parte barb&teasca nu au prezentat varfuri
care s& dea un spectru tipic de flavonoide.

Tratamentul extractului stigmatic de tip s&lbatic cu proteine care digerd enzi-
mele, caldurs si trecerea prin membrane de dimensiuni moleculare a aratat ca com-
pusul activ a fost o moleculd mic& non-proteica. Greutatea moleculara a produsului
activ a fost estimat3 prin trecerea extractului printr-un filtru pentru greutéti mole-
culare pana la 3000 dalton (Centricon -30 filter, Amicon) si s-a stabilit ca polenul Tsi
restabileste activitatea trecand prin filtru. Extractele apoase de stigmat si polen au
fost tratate cu 0,025 unitati de pagina,timp, de 30 min, la temperatura, de 37°C intr-
un volum de reactie de 100 .. Extractele au fost de la specia V26. Activitatea enzimei
a fost verificatd prin tratarea BSA (0,5 mg/ml) in aceleasi conditii si prin examinarea
produselor de digestie prin electroforeza gelului de SDS-paliacrilamida (PAGE). Nici
tratamentul cu proteaza, nici caldura (100°C, 5 min) nu a eliminat capacitatea extrac-
telor de a salva germinarea polenului si cresterea tubului de polen la plante fertile
conditionat de parte barbateasca.

fn mod colectiv, aceste rezultate araté ca flavonoidele prezente in polenul de
tip salbatic joaca un rol in germinarea polenului si ca stigmatul la tipul salbatic contine
compusi similari care pot compensa lipsa de flavonoide in polenul plantelor fertile
conditionat de parte barbateasca.

Exemplul 5. Salvarea cu flavonol a fertilitatii CMF

Complementarea biochimica a polenului deficient in flavonoide din exemplul 1
a fost realizata prin addugarea unei concentratii scézute de kamferol (1 «M], flavonol
aglicon, la o suspensie de polen fertil conditionat de parte barbateasca in mediul de
germinare (GM). Asa cum este aratat in fig. 4, o comparatie parte cu parte, efec-
tuatd pe o durati de 12 h, ca perioada de crestere, a confirmat c& germinarea a fost
initiat3 simultan si c& cresterea tubului are loc cu aceeasi viteza si la aceeasi extindere
in polenul fertil conditionat de parte barbateascd salvat (K +) ca si la specia de polen
salbatic care nu a primit un supliment de flavonol (C). Salvarea a fost aproape com-
pleta; polenul suplimentat cu flavonoide a aratat o frecventa de germinare de 80% in
raport cu polenul V26. Polenul fertil conditionat de parte barbateasca (CMF), la care
s-a addugat numai solvent DMSO (K -) nu a aratat o germinare semnificativa (1 - 2%),
iar tuburile de polen, dac ele au germinat, nu au progresat in lungime mai mult decat
doua diametre ale grauntelor de polen.

Pentru a confirma c3 extractele de stigmat de tip salbatic care sunt capabile
de a salva germinarea polenului si cresterea tubului de polen contin kampferol, extrac-
tul nehidrolizat a fost fractionat cu ajutorul HPLC si analizat cu ajutorul spectrografie
de absorbtie in ultra-violet vizibil. Un pic cu un timp de retentie si un spectru tipic de
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flavonal (absorbtia maximé in jur de 260 si 360 nm) a fost detectat in extractul de
stigmat V26 (fig. 5A si detaliu). Acest pic prezumtiv de kampferol a fost colectat,
evaporat pana la sec, resuspendat in DMSO si ad&ugat la mediul de germinare (MG)
in vitro unde el a provocat o germinare completd si un raspuns al cresterii tubului de
polen de la polenul fertil conditionat de parte barb&teasca. Cromatografia-Re a acestei
fractiuni active cu un standard autentic de kampferol a confirmat puritatea si identi-
tatea lui. Din aceastd analizd a 150 de stigmate, cantitatea de kampferol in stigmatul
V26 este calculata a fi de 60 ng per stigmaf:. Presupunand un volum al' stigmatului
de 34 ul (volum de inlocuire), concentratia de flavonol in stigmatul de V26 este de
aproximativ 6 4M, nivel care este capabil de a provoca un raspuns de germinare
puternic. O analizi identica a unui extract dintr-o sursa de stigmat fertil conditionat de
parte barbateasca in numar de 150 sau din 500 de antere fertile conditionat de parte
barbiteasca nu s-au obtinut picuri care sa dea un spectru tipic de flavonoide (vezi fig.
5B). Extracte de polen V26 si antere au produs o cromatograma similara celei ara-
tate in fig. 5A, iar picul de eluent, cu un timp de retentie si cu spectru n ultra-violet
vizibil indicand kampferolul, cand s-a adaugat la CMF mediul de germinare a dat un
polen de germinare pe deplin stimulat. Aceasts analiza confirma ca kampferolul este
prezent in polenul si anterele speciei salbatice.
Particularitati structurale necesare activitatii de salvare a polenulu

Extractele de polen si stigmat din specia salbatica de petunia contin alti com
pusi in plus fatd de kampferol, care pot, de asemenea, stimula germinarea polenulu
si cresterea tubului de polen (vezi fig. SA). In consecinta, au fost testati in legatura cu
activitatea de salvare a polenului compusii reprezentativi din toate clasele importante
de flavonoide: flavone, flavanone, flavonali, izoflavonoide, chalcone, antociani si
catechine. Grauntele de polen de petunia au fost suspendate in mediu de germinare
(GM) PEG 4000 la o densitate de 1 - 2 x 10*/ml, iar 100 4 de alicoti din suspensie
au fost plasati in reteaua unei placi microtitru de 96 si au fost incubati, la tempera-
tura camerei, cu agitare la 150 rot/min. Alte suplimente au fost addugate direct la
mediul de germinare inainte de addugarea polenului. Solutii stoc de flavonoide si alte
chimicale au fost preparate direct in dimetilsulfoxid (DMSO) si adadugate la fiecare
cavitate, la concentratiile finale indicate in tabelul 3, de mai jos. Concentratia
dimetilsulfoxidului a fost mentinuta constantd la 1% in fiecare test. Polenul a fost
considerat ca germinat, atunci cand tubul era mai lung decat diametrul unui graunte
de polen. Practic, toate grauntele care au germinat au produs un tub mai lung decat
5 diametre ale grauntelor de polen. Petunia V26, asa cum a fost descrisa in exemplul
1, produce doud tipuri de polen matur; aproximativ 25% din gréunte sunt mici, fara
particularitdti interne si acestea nu germineaza niciodata in vitro. Prin urmare, germi-
narea completd la V26 are loc atunci cand 75% din totalul grauntelor de polen au
germinat. Polenul de petunia fertila conditionat de parte barbateasca din exemplul 1
mentine acelasi raport. In experimentele cele mai salvatoare, frecventa de germinare
maxima a fost de 89% din grauntele viabile. Dupé 4 h de incubare au fost inregistrate
in fiecare test minimum 1000 de graunte de polen. Cea mai scazuta concentratie a
compusilor testati necesara pentru a obtine un raspuns de germinare este aratata
mai departe in Tabelul 3, in care NR inseamna fara raspuns. Compusii care au produs
mai putin de 20% germinare la 100 xM sunt indicati ca > 100 M. Suplimentar fata
de compusii listati in tabelul 3, au fost testate si nu au produs nici un raspuns,
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substante non-flavonoide ca acid pcumaric, acid salicilic, hidrochinond, acid
clorogenic, acid dihidroascorbic, acid naftilftalmic (NPA), acid 1-naftalenacetic (NAA),

acid indol-3-acetic (IAA) si acid gibberelic (GA3). 680
Tabelul 3
Substituenti la carbonul Concentratie
Compusul de rdspuns
3 5 7 2' 3 4 9' (M) 685
Flavonali (C,C,)
Galangin OH |OH |OH 1
Kampferol OH |OH |OH OH 1
Izo-rhamnetin OH- |OH | OH OCH; | OH 1
Quercetin OH |OH |OH OH OH 10 690
Morin OH |OH {OH |OH OH 10
Myricetin OH |0OH |OH CH OH |OH {100
Fisetin OH OH OH OH 100
3-Hidroxiflavona | OH >100
Dihidroflavonol 695
(CoCs)
Taxifolin OH |OH |[OH OH OH >100

Flavone (C,-C,)

Flavona NR
7-Hidroxiflavona OH NR 700
Apigenin OH | OH OH NR
Lutealin OH | OH OH OH NR

Flavanone (C,C,)

Flavanona NR
Naringenin OH | OH OH NR 705
Eriodictyol OH | OH OH OH NR

Asa cum s-a aratat in tabelul 3, pozitile substituentilor - R corespund
flavonoidelor avand formula:
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Asa cum se poate vedea din tabelul 3, aglicon flavonolii au restaurat cu succes
frecventa maximé de germinare i capacitatea de crestere a tubului de palen fertil
conditionat de parte barbateasca, dar dintre celelalte clase de flavonoide numai cele
relativ apropiate ca dihidroflavonol, taxifolin au produs un réspuns madest (aproximativ
18%) la 100 uM. Suplimentar, au fost testati compusi din numeroase clase non-
flavonoide, incluzand acizi fenolici, anti-oxidanti si regulatori de crestere a plantelor,
dar nici unul nu a fost capabil s& salveze germinarea polenului. De aici inainte, capaci-
tatea de a salva functia polenului la concentratii relevante din punct de vedere fiziologic
a fost atribuitd doar flavonolilor.

Din sirul de flavonoide testate, par a fi necesare cinci caracteristici structurale
generale pentru germinarea maxima a polenului si cresterea tubului. Sunt conditii
absolut necesare pentru o grupare hidroxil nesubstituitd la al treilea atom de carbon
si 0 grupare ceto la pozitia 4 din inelul de atomi de carbon. Raspunsul maxim depinde
de o legatura nesaturatd intre atomii de carbon 2 si 3 din ciclu si de gradul de
substitutie a grupelor hidroxil la inelele A si B. Cel mai interesant este ca flavonolii
glicozilati, prin pozitia 3 a hidroxilului sunt inactivi, desi ei sunt pe departe cea mai
abundents forma de flavonoli care se gésesc in tesutul plantelor, inclusiv in polenul si
stigmatul de petunia. Nu s-a obtinut nici o germinare a polenului cand au fost testate
quercetin-3-0-glucozida si rutinul {quercetin-3-0-rhamnoglucozida), la concentratii,de
pana, la 100 uM.

Cerinta pentru gruparea ceto la pozitia 4 a inelului de atomi de carbon este
indicata de faptul ca in cazul catechinei, care nu o are, lipseste activitatea. O com-
paratie a eficientelor relative ale taxifolinului (aproximativ 18%, la 100 uM) si a
quercetinei (aproximativ 50%, la 10 uM) au arédtat ca o dubla legatura intre atomii de
carbon 2 si 3 din inel conduce la cresterea r&spunsului de aproximativ 30 de ori. 0
comparatie a quercetinei cu fisetin sau cu 3-hidroxiflavona, arata ca fiecare grupare
hidroxil, aditionald, fie la pozitia 5, fie la pozitia 7 a inelului A conduce la cresterea ras-
punsului, de aproximativ, 10 ori. Aceastd crestere ar putea depinde in mare masura
de efectul stabilizator al interactiunii dintre gruparea hidroxil de la pozitia 5 si gruparea
adiacenta ceto din inelul de atomi de carbon. In final, substitutiile de hidroxil din inelul
B nu sunt necesare pentru o activitate totala, si de fapt cresterea numarului de
grupdri produce in realitate o scadere a activitatii (a se compara kampferol cu
quercetin si muricetin). Aceasta diferenta ar putea fi datoratd absorbtiei slabe sau
cresterii leg&turii nespecifice cauzata de natura mai polara a flavonalilor cu numeroase
grupari hidroxil,

Unele flavonoide non-active au fost raportate ca impiedicand inductia de
flavonoid activé a genelor de nodulare din sistemul de legume - Rhizobium (Djordjevic,
M.A., Redmond, J.W., Batley, M. si Rolfe, B.G., 1987, EMBO 6. 1170 - 1178,
Peters, N.K. si Long, S.K., 1988, Plant Physiology 88: 396 - 400). Compusii care nu
au fost activi in ceea ce priveste functia de salvare a polenului au fost testati in ceea
ce priveste abilitatea lor de a contracara actiunea aglicon flavonolilor, dupa cum
urmeaza. Polenul fertil conditionat de parte barbateasca, asa cum este descris n
exempiul 1, a fost expus in mediul de germinare la compusi inactivi la concentratii, de
1 si 10 M, timp de 30 min, inainte de adaugarea kampferolului la 1 #M. Experi-
mentul a fost astfel efectuat prin introducere simuitana, atat a compusului inactiv, cat
si a kampferolului, la raporturi 1:1 sau 10:1, la suspensia de polen.
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Frecventa de germinare a polenului a fost inregistratd dupa 4 h de la incubatie si nu
a fost detectata nici o actiune de contracarare in oricare dintre combinatiile testate.
Au fost analizati urmatorii compusi inactivi: apigenind, chalcond, eriodictiol, flavona,
flavanond, luteolin, naringenin, catechina, acid clorogenic, acid p-cumaric, hidro-
chinona si acid salicilic.

Exemplul 6. Efecte in ultra-violet

In parte datoritd capacitatii lor de absorbtie a luminii ultra-violete, flavonaidele
au fost postulate ca avand functie protectoare fata de ultra-violete n plante (W.Jahnen
si K.Halbroch, 1988, Planta 173:453).

Pentru a determina daca lipsa de germinare in polenul deficient in flavonoide
s-a datorat efectelor razelor ultra-violete, s-au efectuat experimente de germinare la
intuneric, cu trei modificari. Polenul a fost recoltat, fie de la flori care au fost colectate
si inmagazinate (in ap3) la intuneric complet, timp de 24 de h, fie de la flori proaspat
culese. Suspensiile de polen din aceste doud surse in mediul de germinare cu sau fara
flavonoli au fost preparate in camere intunecoase folosind o lumina rosie de siguranta.
Cea de-a treia modificare a inclus prepararea suspensiei de polen de la flori proaspat
recoltate la lumina, dar cu addugarea solutiei de flavonoli in intuneric. Toate specime-
nele au fost infasurate in frunze si apoi incubate,asa cum este descris in exemplul 5.
Nu a existat un efect detectabil al luminii asupra frecventei de germinare, fie la polenul
de control V28, fie la polenul deficient in flavonoide, cu sau fara adaugare de flavonolii.

Pentru a determina daca lumina ultra-violetd afecteaza auto-fertilizarile, plante
de petunia matura au fost crescute mai multe séptdmani sub un filtru de 610 nm, asa
cum este descris de catre L.P. Taylor si W.R.Briggs, 1990, Plant Cell 2: 115. Pentru
a se forma mugurii de petunia si a se maturiza, au fost necesare aproximativ 2 sapta-
mani. Numai acei muguri care s-au format dupd ce planta a fost plasata sub filtru, si
astfel nu au fost expuse luminii sub 610 nm, au fost testate si auto fertilizate. Nici un
set de seminte nu s-a produs in oricare dintre plantele fertile conditionat de parte bar-
biteasca auto incrucisate (10 incercéri), in schimb toate cele de control Vo6 auto
incrucisate au realizat, in aceleasi conditii, pastai cu setul intreg de seminte.

Exemplul 7. Efectul timpului de expunere la flavonol

Proportia de expunere la flavonoide, necesara pentru o germinare completa si
o crestere maxima a tubului de polen a fost determinatd prin varierea timpului de ger-
minare a polenului, timp in care polenul a fost in prezenta flavonolului. O concentratie
de kampferol calculatd pentru a realiza o salvare aproape maxima, si indepartata usor
prin spalare (0,5 »M final), a fost addugata pe un vas Petri 60 x 15 mm continand
o suspensie de 5 ml de polen deficient in flavonoide in mediul de germinare (GM), iar
suspensia rezultatd a fost continuu rotitd cu 150 rot/min. La timpii indicati in tabelul
4, s-au preluat alicoti de cate 400 ul, s-au centrifugat, s-au spalat in 1 ml mediu de
germinare pentru a indeparta kampferolul, s-au recentrifugat, s-au resuspendat in
400 1l mediu de germinare si au fost impartiti in doud portiuni. Un alicot de 100
a fost din nou suplimentat cu 0,5 xM kampferol (de control}, iar cealaltd portiune a
fost lasata sa-si continue cresterea fara o tratare cu flavonol aditional. Cresterea a
fost l4sata s continue un timp de 4 h de la formularea suspensiei originale, apoi a
fost inregistrata frecventa de germinare si cresterea tubului de polen in lungime, atat
in germinarea tratata, cat si in cea de control. Rezultatele sunt indicate in tabelul 4,
care urmeaza:
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Tabelul 4
Polen tratat De control
Timp de expunere | Germinare (%)* | Lungimea tubului** Germinare (%)*
(minute)

o 3.7+/-1.9 ex 48,3+ 2,5
10 6.6 +/-2,7 ex 55,56+ 8,6
20 15,7 +/-9,2 2-3x 47,9 +7,0
30 13,8 +/-1,7 2-3x 3,7+15

60 38,9+/-2,8 3x 48,4 + 1,3
120 47,3 +/-3.6 mai mare de 5x 47,7 £ 2,2

* medie +/- SEM, n = 3
** in raport cu diametrul grduntelor de polen.

Asa cum se poate vedea din tabelul 4, o crestere masurabila in ceea ce pri-
veste germinarea a fost detectata la un timp de expunere scurt de 10 min (tabelul 1).
Pentru o frecventa de germinare maxima si o crestere maxima a tubului de polen a
fost necesar un timp de expunere, cuprins intre 1 si 2 h.

Exemplul 8. Salvarea fertilitatii in vivo

Usurinta de a restaura autofertilitatea la petunia fertild conditionat de parte
barbateasca prin furnizare de flavonol aglicon polenului in timpul polenizarii a fost
testata prin inregistrarea fertilizarilor reusite care rezulta din auto incrucisarea
petuniei fertile conditionat de parte barbateasca realizatd in prezenta flavonolilor
adiugati. Inainte de auto polenizare, flavonul agliconul a fost administrat, fie (i) direct
la stigmat, fie (ii) in amestec cu polen proaspat colectat. Tehnica cea mai reusita, ma-
suratd prin cantitatea de sdmanta introdusd, reclama administrarea flavonolului la
stigmat cu 12-16 h inainte de auto- polenizare. Au fost efectuate 47 de autoincru-
cisari cu kampferol sau quercetin addugat, si aproape 60% (27 din 47) au produs
pastai cu seminte. Numarul semintelor per pastaie a variat de la 31 pana la 287, si
in testele de germinare, mai mult, de 90% din seminte dintr-o singura pastaie erau
viabile. Toate auto incrucisarile efectuate fara adaugare de flavonol {mai multe decét
30 incercari) nu au condus la seminte.

Caracteristica dominanta a petuniei cu fertilitate conditionat de parte barba-
teascad manifestata de planta deficientd n flavonoid este stréns legatd de o a doua
gend dominanta ce confera rezistentd la kanamicina (KAN) (Napoli C., Lamieux C., si
Jorgensen R., 1990, “Introducerea genei chimerice chalconsintaza n petunia conduce
la o coreprimare a genelor omoloage in trans”, Plant Cell 2:279 - 289). Indicatorul
KAN a fost utilizat pentru a testa segregarea caracterului fertilitatii conditionat de
parte barbateascd (CMF) in semintele produse prin auto ncrucisare a plantelor defi-
ciente in flavonoide n prezenta de flavonol adaugat. Seminte proaspat recoltate au
fost sterilizate la suprafatd in 20% decolorant, spélate cu apa sterild si umectate,
timp, de 30 min, in 100 ppm solutie GA3 inainte de asezare pe placile de germinare
(1 x MS, 3 mM MES/pH= 5,6/, 1 x amestec vitamind B5, sucrozd 3% si agent de
solidificare 0,2%), continand 199 ng/ml kanamicina.
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Dupé crestere, la temperatura, de 23°C, suplimentat& cu o fotoperioada de 16/8 h,
rezistenta la kanamicing a fost apreciatd prin sitare pentru prezenta frunzelor adevéa-
rate si radacinilor laterale, nici una din ele nefiind produsa de rasaduri sensibile la
kanamicing. In tabelul 5, care urmeaza, valorile P reprezintd nivelul observat al
semnificatiei pentru un grad de libertate al testului ("chi-square goodnese-of-fit’).

Tabelul 5
Rasaduri
Pastaie Total KAN KAN P(3:1)
1 75 58 17 0,74
2 65 80 15 0,83
3 81 59 22 0,75

Asa cum este aratat in tabelul 5, semintele au germinat in prezenta a 100
g/ ml kanamicind izolat, intr-un raport de 3:1 rezistenta la KAN: sensibilitate, aga
cum a fost de asteptat pentru o trasdturd dominant heterozigota, asa cum este
aratat in tabelul 5.

Exemplul 9. Incercare de camp

0 incercare de cAmp a fost efectuatd folosind un mutant de porumb deficient
in flavonoide rezultat pe cale naturald, al c&rui polen alb, deficient in ceea ce priveste
activitatea CHS, produce un polen alb, ne-functional si este auto steril (E.H. Coe, 5.M.
McCormick, S.A.Modena, 1981, J.Hered. 72:318). Plantele de porumb cu polen alb
utilizate au avut mutatii regresive stabile la C2 si Whp transformate intr-un fundal de
W23 rezultat din incrucisari selective. Plantele cu polen alb (c2/c2 whp/whp) au fost
mentinute prin incrucisarea cu polen din plante isogenice purtdnd un singur exemplar
functional al CHS (c2/c2 whp/whp). Plantele erau sterile de parte barbateasca in
incrucisarile de sord si in auto- incrucisari si nu au produs pigmenti vizibili de flavonoide
in nici unul din tesuturi, inclusiv polenul si semintele. Au fost utilizate practici genetice
standard de cAmp pentru a se asigura cé nici un polen contaminat nu a atins matasea
plantelor cu polen alb. Suplimentar, blocul de polen alb a fost inconjurat cu o varietate
de gréunte pigmentat, astfel, incat orice graunte contaminat ar fi putut fi recunoscut
imediat. Polenul alb mutant,de la 50 - 100 de plante a fost colectat din sacii de
matase (la porumb), unificat si divizat in doud portiuni. O portiune a fost utilizata "asa
cum este” pentru incrucisari, iar cealaltd a fost tratat intr-un raport, de aproximativ
20:1 cu flavonoli uscati (fie quercetin, kampferol, fie un amestec in raport de 50:50
din cele doud). Matasea de polen alb preparatad a fost polenizata, fie cu palen alb
netratat, fie cu polen alb suplimentat cu flavonali si introduse imediat intr-un sac.

Spicele mature au fost recoltate la 45 de zile dupa polenizare. Incrucisérile de
polen alb au dat, in general, aproximativ 200 de graunte per spic si acest numar a
fost obtinut pe cale de rutina in autoincrucisarile complementate pe cale biochimica.
A fost efectuat un numar total de 45 de auto- incrucisari in prezenta de flavonoli
addugati si toate (100%) au produs spice complet pline, in timp ce auto-ncrucisarile
{45 de incercari) realizate in absenta flavonoidelor au prezentat un set de seminte,
mai mic decat 1% din cel normal.
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Experimentele confirma ca flavonolii sunt necesari pentru functia polenului dupa
cum urmeaza: (i) metanol si extracte apoase de stigmat si palen din specia salbatica
pot restaura in intregime germinarea si cresterea tubului la polenul deficient in
flavonoide; {ii) aceste extracte contin aceiasi flavonali care au ardtat activitate in incer-
carile de restaurare a fertilitatii in vitro descrisa aici; (i) usurinta de a salva germi-
narea polenului si de a restaura cresterea tubului la lungimea normala in vitro si un
set complet de seminte in vivo este restransa la o clasa specificd de flavonoide, si
anume, flavonol aglicon; (iv) concentratia eficientd de flavonol variaza in functie de mif-
loace structurale, dar multi dintre compusi au indicat un efect pronuntat la nivele,mai
mici decat 10 M, n limitele concentratiilor de ordin fiziologic ale acestor compusi.

Flavonoidele sunt produse in mod virtual din toate clasele de plante, din crucea
vainicului, muschi si ferigd pana la gimnosperme si angiosperme. Studiile anterioare
de flavonoide au utilizat adesea ori tesuturi de frunze sau radacini din specimenele
herbarium; in consecintd nu avem o buna indicatie despre cét de larg raspandita este
fenomenul de flavonoide la polen. Omniprezenta lor in tesutul plantelor si faptul ca
flavonoidele au fost identificate in extractele de polen de la diferite specii larg diver-
gente, indica faptul cé flavonoidele sunt un constituent universal al polenului. Majori-
tatea flavonolilor plantelor apar ca specii 3 - O - glicozilate (J.B.,Harbome si C.A.
Wiliame, 1988, in Flavonoide, Progrese in cercetare din 1980 J.B. Harbome, Bd.
(Chapman si Hail, Londra) capitolele 7, 8), si aceasta este forma predominanta in
polenul de petunia (0.Ceska si N.d. Styles, 1984, Phytpchemistry 23. 1822). Numai
forma aglicon poate salva functia polenului, ceea ce sugereaza cd, fie nivele scazute
nedetectabile de aglicon sunt in mod normal prezente, fie activitatea glicozidazei este
necesarad pentru a produce agliconii necesari fertilizarii.

Polenul asigura punctul de acces natural manipuldrii in procesul de fertilizare.
Pierderea activitatii flavonolului care se produce in plante fertile conditionat de parte
ba&rbateasca (CMF) actioneazd ca un gametostat natural si nu ca un gametocid.
Functia barb&teascd totald poate fi restauratd prin administrare externd de flavonol
polenului deficient in flavonoide. in mod suplimentar fatad de identificarea factorului
implicat intr-o fertilizare mai ridicatd a plantelor, un avantaj semnificativ al prezentei
inventii este dezvoltarea unui sistem steril de parte barbateasca reversibil pentru
producerea de seminte hibride.

Revendicari

1. Metoda de reglare a fertilitatii plantelor, caracterizata prin aceea ca
aceasta cuprinde blocarea producerii flavonalilor sau a activitatii acestora la sediul
localizarii polenului, in scopul obtinerii unei plante conditionat androsterile, urmata de
refacerea activitatii flavonalilor, pentru a salva capacitatea de germinare si de crestere
a polenului din planta.

2. Metod4&, conform revendicérii 1, caracterizata prin aceea ca blocarea pro-
ducerii flavonolilor se realizeaza prin inhibarea producerii sau inactivarea unei enzime
din ciclul de biosinteza a flavonolilor.

3. Metoda, conform revendicarii 2, caracterizata prin aceea ca enzima din
ciclul de biosintezd al flavonolilor este selectatd dintre flavonon-3-hidroxilaza si
chalconsintaza.
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4. Metoda, conform revendicérii 1, caracterizaté prin aceea ca refacerea
fertilitatii plantei conditionat androsterild flavonoid-deficitard se realizeaza prin resta-
bilirea producerii enzimelor definite in revendicarea 3, din ciclul de biosintezd a
flavonolilor sau prin reactivarea acestora.

5. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca refacerea
fertilitatii plantei conditionat androsterild flavonoid-deficitara se realizeaza prin con-
tactarea polenului sau a stigmatului plantei cu o cantitate de flavonol esential pentru
restaurarea fertilitatii.

6. Metoda, conform revendicérii 5, caracterizaté prin aceea ca flavonolul
esential pentru restaurarea fertilititii este selectat dintre galangin, kaempferal,
isorhamnetin, quercetin si morin.

Presedintele comisiei de examinare: chim. Gruia Amelia
Examinator: ing. Petrea Dana-Maria
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